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Resume
Pour la premiere fois au Quebec, un

adenovirus canin de type I a ete isole
sur feuillet cellulaire et identifie par la
technique des endonucleases de res-
triction. Ce virus provenait des
organes internes d'unjeune chien mort
d'une infection respiratoire aigue en
l'absence de troubles hepatiques
visibles.
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Abstract
For the first time in Quebec, a type I

canine adenovirus was isolated in cell
culture and typed by restriction endo-
nuclease analysis. This virus origi-
nated from the internal organs of a
young dog killed by a severe respira-
tory disease without showing any sign
of hepatitis.

Key words: Canine adenovirus, pup-
pies, restriction endonucleases.

Introduction
Deux adenovirus font partie des

agents impliques dans les maladies
respiratoires et/ ou l'hepatite infec-
tieuse chez le chien. L'adenovirus
canin de type I (CAV-I) se distingue
de l'adenovirus canin de type 2 (CAV-
2) a plusieurs points de vue, mais les
differences les plus significatives ont
sans doute ete observees au niveau
genomique par l'analyse des fragments
de restriction (1).

L'hepatite infectieuse canine causee
par CAV-I est plus commune que les

infections respiratoires. Elle se mani-
feste par des signes d'apathie, une
evolution tres rapide dans les cas
suraigus, des signes gastro-intestinaux
et, occasionnellement, des troubles
respiratoires (2,3). Cette infection est
caracterisee par des lesions de
degenerescence de l'endothelium vas-
culaire, de necrose hepatique plurifo-
cale et la presence de corps d'inclusion
intranucleaires amphophiliques dans
les cellules hepatiques, de meme que
dans l'endothelium du glomerule renal
(3).

Les infections avec l'adenovirus
canin de type 2 ont ete rapportees uni-
quement au niveau du tractus respira-
toire, soit seules ou en association avec
d'autres virus comme celui du dis-
temper. Les signes cliniques varient
alors d'une tracheobronchite a une
pneumonie severe; et les lesions com-
portent habituellement des corps d'in-
clusion intranucleaires amphophi-
liques dans les pneumocytes et
l'epithelium bronchiolaire (2,4-7).

La faible incidence de ces deux types
de maladie chez le chien, tout au moins
au Quebec, de meme que le nombre
limite d'adenovirus serologiquement
distincts (8), favorisent l'utilisation de
la technique des endonu-
cleases de restriction (1) pour diagnos-
tiquer une infection a CAV-I ou a
CAV-2. Dans le cas present, nous
avons utilise cette methode precise et
relativement simple pour verifier la
presence simultanee des deux adenovi-
rus canins dans un animal malade.
L'unique agent pathogene isole en
cette occasion sur feuillet cellulaire a

ete clairement identifie comme etant
un adenovirus canin de type 1; et il
s'agit la, au meilleur de notre connais-
sance, d'un fait sans precedent au
Quebec.

Observations clinico-pathologiques
Une portee de six chiots ages de

deux mois, sevres depuis une semaine,
nes d'une mere vaccinee dans sonjeune
age contre l'hepatite infectieuse, le dis-
temper et la leptospirose, a ete affectee
de fa9on suraigue par une profonde
depression et de l'anorexie totale.
Tous les chiots de cette portee sont
morts en moins de deux jours.
Un des chiots a ete soumis a la

necropsie. Les poumons n'etaient pas
affaisses, les lobes antero-ventraux
etaient rouge bourgogne et fermes
tandis que les lobes posterieurs etaient
moderemment emphysemateux. Le
foie, de meme que les autres organes
internes, avaient une apparence nor-
male a l'exception de petits foyers
hemorragiques sur la muqueuse stom-
acale. De plus, on notait une hemorra-
gie musculaire au niveau de l'epaule
droite.
A l'examen microscopique, les

poumons sont apparus comme forte-
ment congestionnes. On y trouvait
plusieurs foyers de necrose de l'epithe-
lium bronchiolo-alveolaire, accom-
pagnes d'un epanchement fibrino-
hemorragique dans la lumiere des
conduits alveolaires. On notait egale-
ment de la necrose de l'endothelium de
plusieurs capillaires. La reaction
inflammatoire etait limitee a une
legere infiltration de cellules lympho-
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plasmocytaires dans le tissu intersti-
tiel, et a quelques neutrophiles dans
l'exsudat. Aucun corps d'inclusion
intranucleaire n'a ete observe au
niveau de l'epithelium bronchiolo-
alveolaire et au niveau de l'endothe-
lium vasculaire des foyers affectes.
Dans le foie, on a note de nombreux

foyers de necrose de coagulation du
parenchyme; et a la peripherie de ceux-
ci, on a egalement note quelques corps
d'inclusion intranucleaires deformants
et amphophiliques dans les hepato-
cytes. Ce meme type de corps d'inclu-
sion a ete observe dans les noyaux de
cellules endotheliales de la touffe
glomerulaire.

Examens de laboratoire
Bacteriologie: Aucune croissance

bacterienne sur gelose sang et sur
gelose MacConkey a partir du foie, des
poumons et des reins n'a ete decelee.

Virologie: Un virus a ete isole sur
cellules de rein de chien, en culture
primaire, selon la technique decrite
anterieurement (9). Un homogenat de
foie, d'intestin et de poumon a ete uti-
lise comme inoculum. Un examen du
surnageant infecte, en microscopie
electronique, a permis la visualisation
d'un adenovirus.

Biologie molkculaire: Des cellules
infectees (2 x 106) ont ete incubees en
presence de pronase (300 mg/ mL) et
de dodecyl sulfate de sodium (I %)
pour en extraire les acides nucleiques.
L'ADN viral, purifie au phenol et au
chloroforme, precipite a -70° C en
presence d'ethanol (70%) et de NaCi
(0.5 M) puis recueilli dans 200 AL de
tampon (10 mM Tris-HCI, pH 7.4, 1
mM EDTA) a ete clive par les endonu-
cleases de restriction Bgl I, Bgl I1,
EcoR I, Hind III, Hpa II et Taq I dans
les conditions habituelles de tampon et
de temperature (1). Les fragments
d'ADN obtenus par digestion enzyma-
tique ont ete separes par electro-
phorese dans un gel d'agarose a 1% (50
V x 16 h), reveles par coloration au
bromure d'ethidium (I ,g/mL) puis
photographies sous eclairage
ultraviolet.
Dans la figure 1, nous observons

tout d'abord (colonnes I et 2) les pro-
fils de restriction caracterisant le
genome des souches de reference
Utrecht (CAV-1) et Toronto A26/61
(CAV-2). Un nombre different de
bandes d'ADN, retrouvees en des posi-

tions differentes dans le gel, nous per-
mettent de distinguer facilement les
adenovirus canins de types I et 2. En se
rapportant aux profils CAV typiques,
nous sommes en mesure de conclure en
la presence d'un seul adenovirus dans
les tissus infectes (colonne 3); de type I
par surcroit, comme les observations
histologiques le laissaient entrevoir.
Bien que pertinente au depart, l'hy-
pothese de lesions hepatiques et pul-
monaires attribuables a une infection
mixte par CAV-I et CAV-2 devait
donc etre exclue.

Discussion
Bien que les signes cliniques n'orien-

taient pas le diagnostic vers une hepa-
tite infectieuse, les lesions de vasculite
et les foyers de necrose hepatique avec
la presence de corps d'inclusion indi-
quaient une infection a adenovirus de
type 1. Toutefois, l'evolution tres
rapide de la maladie de meme que la
presence de necrose bronchiolo-
alveolaire rendaient aussi possible une

Bgl I Bgl 11
1 '2 11 I

infection concomittante avec l'adeno-
virus de type 2. Kelly (10) a montre, en
effet, que les corps d'inclusion dans
l'epithelium bronchio-alveolaire pou-
vaient n'etre qu'occasionnels lors d'in-
fections naturelles.

Pour eclairer davantage cette situa-
tion, nous avons fait appel a l'analyse
de l'ADN viral par les endonucleases
de restriction. Cette technique precise
de typage nous a permis d'identifier le
virus isole sur feuillet cellulaire comme
etant un adenovirus canin de type 1.
Cette conclusion est en accord avec les
observations de Wright (2) indiquant
que CAV-1 pouvait se retrouver a la
fois dans les tissus pulmonaires et les
tissus hepatiques. 11 faut cependant
retenir que la mere du chiot infecte etait
vaccinee contre le virus CAV-1. Bass
(10) a egalement montre qu'un vaccin
CAV-h ne protege pas necessairement
l'animal contre une infection a CAV-2.
La souche de reference Toronto
A26/ 61 (CAV-2) provient elle-meme
de chiens affectes par des troubles res-

EcoR I Hind III Hpa 11 Taq I
'It 2'3I 2 1 '2 3

FIGURE 1. Profils de restriction obtenus apres digestion de l'ADN extrait de cellules infectees par les
souches d'adenovirus canin Utrecht (1), Toronto A26/61 (2) et IAF 84-434 (3) avec six endonu-
cleases de restriction. Les produits de clivage ont e separes par electrophorese dans un gel d'agarose
a 1% (50 V x 16 h), reveles par coloration au bromure d'ethidium, puis photographies sous eclairage
ultraviolet. Un nombre different de bandes d'ADN, retrouvees en des positions differentes dans le
gel, nous permettent de distinguer facilement les adenovirus canins de types I et 2 (colonnes I et 2).
En se rapportant aux profils CAV- I typiques, nous sommes en mesure de conclure que le virus isole
sur feuillet cellulaire a partir d'un homogenat d'organes obtenus du chiot infecte (colonne 3), est celui
de l'hepatite infectieuse canine.
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piratoires (11) et ce, malgre une vacci-
nation anterieure contre CAV- 1. Dans
le cas present, l'hypothese d'une infec-
tion a CAV-2 ne pouvait donc pas etre
oubliee completement. Nous savons
maintenant, grace a l'analyse des frag-
ments d'ADN obtenus apres digestion
enzymatique et separation en agarose,
que I'adenovirus responsable des dif-
ferentes manifestations histo-patholo-
giques est de type 1. Cette reponse
aurait probablement ete plus difficile a
obtenir par les techniques serologiques
habituelles, compte tenu des liens
antigeniques qui unissent CAV-1 et
CAV-2 (5,8,9,1 1).
Pour la premiere fois au Quebec, un

adenovirus canin de type 1 a ete isole
sur feuillet cellulaire et identifie par la
technique des enzymes de restriction.
Cette realisation confirme tout le
potentiel de la technique dans des
etudes epidemiologiques sur les adeno-
virus canins. Plus d'attention devrait
definitivement etre accordee aux pro-
prietes biologiques de ces virus qui,
dans la population canine, pourraient

etre representes par encore plus de
types.
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LETTER TO THE EDITOR

Therapy of Feline Urethral
Obstruction

DEAR SIR:

I am writing in regard to an article
that appeared in the December 1984
issue of the Journal (Can Vet J 1984;
25: 443-444) entitled "Therapy of
Feline Urethral Obstruction" by Dr.
M.A. Bernard.

In the conclusion, the article is indi-
cating chlorethamine as an ineffective
drug. We have been manufacturing
and selling this drug for the past three
years and have not had a single case
reporting its ineffectiveness.

The article also recommends the
product Uroeze which is of New Drug
Status and considered very harmful to
cats because of its high ammonium
chloride content.
The references concerning chloreth-

amine all appear to be negative, while
the beneficial references are ignored.
At the same time, the negative referen-
ces against the use ofammonium chlo-
ride are not mentioned at all.
Yours truly,
JOHN A. BUTT
President
Agri- Vet Pharmaceuticals Limited
150 Signet Drive
Weston, Ontario M9L 179

Editor's Comment:
The writer's comment concerning the Status

of Uroeze requires explanation. Uroeze is not
licensed for sale in Canada. Ari-Vet Pharma-
ceuticals Limited markets a product with the
brand name Ethyl Dihydro Tablets (ethylenedi-
amine dihydrochloride). This product is
approved by the Canadian Gouvernment for
sale in Canada and it is advertized in the Cana-
dian Veterinary Journal. In the advertisement
the product is described as follows:
"Each Agri-Vet enteric-coated ethyl dihydro
tablet contains 100 mg of ethylenediamine
dihydrochloride. This is equivalent to approxi-
mately 0.5 mL dilute hydrochloric acid - an
amine salt for increasing urinary acidity."
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